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Forschungsgesellschaft fur 8o/nfl , q „- 

Biomedizinische Technik 80/13829-Hf 
Goethestrafle 27/29 
5100 Aachen 



Patentanspriiche : 



1 • Verf ahren zum ErwMrmen von in einem f lachen Kunststof f- 
beutel eingefrorenen wassrigen Suspensionen oder L6- 
sungen von lebender Zellsubstanz (Gefriergut) , 
dadurch gekennzeichnet, 

a) dafl der Kunststof fbeutel mit dem Gefriergut zwischen 
zwei auseinanderfahrbare Heizplatten gelegt wird, 
durch die nach deren Zusammendriicken das Gefriergut 
auf eine vorgewahlte Temperatur erwarmt wird, 

b) daB durch gleichzeitig mit dem Erwarmen bewirkte 
Schwenkbewegungen der Heizplatten dem Gefriergut 
eine den Warmeubergang beim Schmelzen erhohende 
Konvektion aufgepragt wird, 

c) und dafi schliefllich die Kunststof fbeutel mit dem 
geschmolzenen Gefriergut, wenn dieses die vorge- 
wahlte Temperatur erreicht hat, zwischen den dann 

wreder auseinandergef ahrenen Heizplatten entnommen 
wird. 

2. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Patentanspruch. 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Vorrichtung aus zwei wahlweise gegeneinander 
bewegbaren, zur Aufnahme eines" Gefriergut enthaltenden 
Kunststoffbeutels (1) dienenden Heizplatten (2a, 2b) 
besteht, deren Heiz temperatur vorwahlbar ist und die 
von einem iiber einer f eststehenden Grundplatte (15) 
bewegbaren Halteelement (14, getragen werden, das 
durch eine Schwenkvorrichtung (6, 7)- rhythmisch ellip- 
senfdrmig schwenkbar ist. 
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1 3. Vorrichtung nach Patentanspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB an der Vorrichtung -MeBeinrichtungen ( 20 , 21, 
22) vorgesehen sind, die wahrend des Erwarmungs- 
5 prozesses die Oberf lachentemperatur sowohl an den 

Heizplatten (2a, 2b) als auch auBen an dem Kunst- 
stoffbeutel (1) ermitteln. 

4. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Messung der Oberf lachentemperatur des 
Kunststoffbeutels durch die eine Heizplatte (2a) 
Oberf lachenfiihler hindurchgef uhrt sind, die fe- 
dernd gelagert auf die Oberf lache des Kunststoff- 
15 beutels (1) driicken. 

5. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi mechanisch wirkende Taster (22) vorgesehen 
sind, die federnd auf den das Gefriergut enthal- 
tenden Kunststof fbeutel (1) driicken und ein Sig- 
nal auslosen, wenn das Gefriergut vollstandig ge- 
schmolzen ist. 
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Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB MeBeinrichtungen vorgesehen sind, die bei 
Erreichen der vorgewShlten Temperatur das Ausei- 
nanderfahren der beiden Heizplatten und das Ab- 
heben des Gefriergutes von der unteren Heizplatte 
(2b) veranlassen. 
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Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB jede Heizplatte aus einer thermisch und 
elektrisch isolierenden Kunststof f platfcs (19) 
besteht, auf die eine Heizleiterbahnpli^ (18) 
aufgeklebt 1st, auf der zunSchst eine dttnne 
Heizleiterp^,^ (17) und dann noch eine Kupfer- 
platte (16) aufgebracht 1st. 
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Forschungsgesellschaft fiir 

Biomedizinische Technik 80/1 382 9-Hf 

GoethestraBe 27/29 

5100 Aachen 



Verfahren and Vorric htuncr zum ErwSrmen von 

in einem flachen Kunst stof fbeutaj einqefror.npn 

Suspenslonen oder Losung en. 

Die Erf indung betrif f t ein Verfahren und Vorrichtungen 
zum Erwarmen von in einem flachen Kunststof fbeutel ein- 
gefrorenen Suspenslonen oder Losungen von lebender Zell- 
substanz, wie z.B. menschliche Blutkonserven, die nach- 
stehend als Gefriergut bezeichnet sind. 

Bei einem bekannten derartigen Verfahren 1st fiir die 
rationelle Anwendung von tief gefrorenen, lebenden Blut- 
zellen bzw. fiir die rationelle Erstellung von Kryoglo- 
bulmen die Verwendung grQBerer Einheiten von ca 50- 
500 g Masse und die Verwendung diinner plattenf ormiger 
Proben ublich, die eine Schichtdicke von ca. 5 - 10 mm 
aufweisen. Bei Verwendung so Icher Flatten kann eine 
eanheitliche Temperaturanderungsrate , d.h. Temper atur- 
anderung mit der Zeit, in den Grenzen von ca. 10 % fur 
nahezu die gesamte Probenmasse, auBer der Randzone, er- 
halten werden, Ublicherweise werden die Losungen, von 
denen hier die Rede 1st, in einen Kunststof fbeutel ge- 
fM.lt, verschweiBt und in an sich bekannter Weise in 
exnem plattenf ormigen Halter gefroren. 
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Der ErwarmungsprozeB sollte von der Temperatur- 
anderungsgeschwindigkeit her in der gleichen 
GroBenordnung wie der Frierprozefi liegen f anzu- 
streben ist jedoch eine deutlich rascheie Erwilrmung 
als der Klihlrate entspricht. Dadurch kann verhin- 
dert werden, daB eine Devitrif izierung und damit 
bei Zellen, z.B* intrazellulares Eis, auftritt. 
Damit wahrend des ErwSrmungsvorganges kein sich 
ungunstig auswirkender Temperaturgradient zwischen 
dem in der geometrischen Mitte der Platte befind- 
lichen Eisblock und der erwarmten AuBenzone auf- 
tritt, wird bei dem bekannten Verfahren dem Kedium 
im Inneren des Beutels durch Schutteln eine erzwunge- 
ne Konvektion aufgepragt. Dadurch wird einerseits der 
Warmeubergang an das schmelzende Eis erhoht, anderer- 
seits eine tfberhitzung wandnaher Teilchen der waB- 
rigen Losung vermieden. 

Bisher wird zum Erwarmen der Probe wie folgt verfahren: 

- Einbringen der plattenf ormig in- einen Beutel einge- 
fror^nen Probe in ein Wasserbad von z.B. 40° C; 

- Aufrechterhalten der Plattenform der schmelzenden 
Probe wShrend des Prozesses .durch spezielle Halter 
bzw. Container; 

- Bewegen der Probe mit einer Frequenz von etwa 4 Hz 
bei einer Amplitude von ca. 8 cm in longitudinaler 
Richtung; 

- Nach Erreichen einer aus experimentellen Befunden 
bekannten vorgegebenen Zeit Entnahme der Beutel aus 
dem Wasserbad; 
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1 - Der Beutel wird, falls die Probe vollstandig auf- 
getaut 1st, abgetrocknet und der weiteren Verwen- 
dung zugefiihrt. 



5 Die Nachteile diasar bafcanntan Art vo „ Er „ ari „ ungs . 
verfahren sind folgende : 



1 • Die zum Auf tauen erforderliche Verweilzeit im 

Wasserbad hangt stark von der Masse der Probe ab. 
Schongeringe, in der Praxis Qbliche Schwankungen 
der Masse urn einen festgestellten Mittelwert ha- 
ben zur Folge, daB die naoh den, Tauen gewiinsohte 
Temperatur der Probe, Z . B . + 4»C, bedeutend Ober- 
oder unterschritten wird. Auch ist haufig eine 
1 5 nicht vollstandige Abschmelzung des Eises in der 

Probe festzustellen, was fur die Qualitat des Ma- 
terials empfindliche EinbuBen zur Folge haben kann. 

2. Die Bedienung kann nur durch speziell geschultes, 
20 gualxf 12iertes Personal erfQlgen/ ^ ^ ' 

nxerung der plattenf ormig in einen, Beutel eingefro- 
renen Probe beim Eintauchen in das Wasserbad so 
schnell wie mogli ch vorgenommen werden muB, weil 
der TauprozeB in diesen, Moment bereits n,it voller 

25 Wxrkung einsetzt. Die dann entstehende Fliissigkeit 

ln dSr Pr ° be d ef°rmiert die Probe bei mangelnder 
Fixxerung. Die rasche Positionierung ist auch von 
Bedeutung, da mit Beginn der Fliissigkeitsbiidung 
berexts die erzwungene Konvektion in der Probe ein- 

30 setzen mufi. 

3. Ein spezieller Halter Oder Container, der die Pro- 
be in der Plattenf orm halt, ist fur die Dauer des 
Erwarmungsprozesses erforderlich. Dleser Umstand 
55 erfordert entweder bereits das Lagern der Probe in 
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entsprechenden Containern, was den Aufwand je Pro- 
be betrachtlich erhoht, oder das Einbringen der Pro- 
be in einen Container oder Halter erst in der tief- 
kalten Atmosphare, was mit den bekannten Schwierig- 
keiten (Vereisung, ungewollte Erwarmung der Probe, 
Erfrierungsgefahr fiir die Hande des Personals), ins- 
besondere bei der im medizinischen Bereich viblichen 
Lagerung in Fliissigstickstof f , verbunden ist. 



10 



zu- 



\. Die erforderliche Abtrocknung der Probe bringt __ 
satzlichen Zeitverlust und Arbeitsaufwand. Die Ab- 
trocknung ist unbedingt erf order lich, weil ublicher- 
weise nachfolgende sterile Handhabung vorauszusetzen 
ist; Wasserreste an entsprechenden Ein- oder Aus- 
15 laBstutzen machen die Sterilitat zunichte. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die 
Nachteile des bekannten Verfahrens zu vermeiden und 
ein Verfahren zu schaffen, das das Erwarmen von in 
20 einem flachen Kunststof fbeutel eingef rorenen wassrigen 
Suspensionen oder Losungen in einfache^, aber doch si- 
cherer Weise ermdglicht . Diese Aufgabe ist gemaS 
der Erfindung durch das in dem Patentanspruch gekenn- 
zeichnete Verfahren gelSst. 
25 Dieses Verfahren wird in folgender Weise durchgefiihrt : 
die plattenformig je in einem Beutel eingef rorenen 
Proben werden mit Hilfe elektrischer WMrme durch WMrme- 
leitung aufgewarmt. Dazu werden die Proben zwischen 
zwei Metallplatten eingebracht, die durch elektrischen 
30 Strom beheizt werden. Die Oberf lachentemperatur T 

dieser Heizplatten wird auf einen vorgebbaren Wer^ein- 
gestellt, der im Bereich von 40 • C oder hoher liegen 
kann * T 0H wird mit Hil ** einer geeigneten, an sich be- 
kannten Regelung auf diesem Wert gehalten, wobei eine 
35 maximale Abweichung im Bereich von 1 «C vom eingestell- 
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ten mittleren Temperaturwert zugelassen wird. Wahrend 

des Aufwarmprozesses wird weiterhin die Oberflachen- 

temperatur T QB aufien am Kunststof fbeutel gemessen, die 

als Indikator fur die Temperatur t z im Beutel verwen- 

det wird. Dazu ist lediglich die Kenntnis der thermi- 

schen Eigenschaf ten der jeweils den Beutel bildenden 

Kunststoff-Folie notwendig, woraus die Temperaturdif- 

f erenz zwischen- t x und T QB mit den Gesetzen der Warme- 

tibertragung berechnet werden kann,- die Differenz liegt 

in. der GrpBenordnung von 5°C. Die Beutel-Oberf lachen- 

temperaturOBird ebenf alls vorgegeben und fur die Been- 

digung des Aufheizvorganges verwendet: sobald T er- 

OS 

reicht ist, werden die Heizplatten von der Probe ent- 
femt. Zusatzlich wird dem Ge frier gut wahrend des Er- 
warmungsprozesses eine eirzwungene Konvektion aufgepragt, 
indem das gesamte System "Heizplatte / Gefriergut" mit 
einer entsprechenden Relativbewegung versehen wird. 
Zur ErhShung des Warmetibergangskoef f izienten an der 
Phasengrenze "eisforraig - fliissig" im teilweise aufge- 
tauten Material wird eine spezielle Bewegung in der 
Weise aufgepragt, dafl eine Stromung der Plussigkeit, 
z.B. vornenmlich parallel zur Eisfront erfolgt. Dazu 
wird das System Gefriergut - Heizplatte z'.B. ellipsen- 
fSrmig bewegt. Die Bewegungsf requenz liegt im Bereich 
1 - 10/s, die Auslenkung bei 5-20 cm. 

Die Vorziige dieses Verfahrens sind vielfaltig und fur 
das angestrebte Ziel der Qualitatsverbesserung und 
Qualitatsreproduzierbarkeit von ausschlaggebender Be- 
deutung. Es erfullt die Forderungen nach definierter 
Temperatur im aufgewarmten Gut, nach Sicherheit in der 
Handhabung und nach Unabhangigkeit von der genauen 
Masse des Gef riergutes . 
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Eine technische Ausgestaltung kann z.B. in folgen- 
der Weise vorgenonunen werden: 

Der Kunststoffbeutel roit dem gefrorenen Gut 1 (Abb.1, 
4,5) wird zwischen die auseinandergestellten Heizplat- 
ten 2a, 2b gelegt. Dadurch wird ein Kontakt durch eine 
Lichtschranke Oder mechanisch geschlossen, wodurch der 
Stellmotor 3 fiber Ritzel 4 und Zahnstange 5 die Heiz- 
platten zusammenf ahrt. Durch in Richtung des Hubes wir- 
kende Federn ;5b wird die Heizplatte definiert auf 
den Kunststoffbeutel gepreflt. Ein Gelenk 5a am Ende der 
Zahnstange, als Verbindung zwischen Zahnstange und Heiz- 
platte ausgebildet, ermSglicht die Anpassung der Heiz- 
plattenauflageflache an nicht exakt planparalleles Ge- 
friergut. AnschlieBend setzt der Schwenkmotor 6 fiber 
Drehscheibe und Kurbelstange 7 bzw. Planetenrad 7b und 
Sonnenrad 7a das Halteelement 14 in Bewegung, wodurch 
in dem Gefriergut zu Beginn des Schmelzens eine. er- 
zwungene Konvektion in der vorstehend beschriebenen 
Weise erzeugt wird; dabei bewegt sich Halteelement 14 
relativ zur Grundplatte 15. Gleichzeitig werden die 
Heizplatten auf die gewahlte Tempera tur T QH erwarmt. 
Wahrend des Prozesses werden in den Heizplatten 2a und 
2b mit Hilfe von Thermof fihlern 9, 10 und raechanischen 
Tastern 11 die Temperaturen der Heizplatten T QH des 
Gefriergutes auflen am Folienbeutel T QB und das fort- 
laufende Schmelzen des Eises durch den raechanischen 
Taster in Verbindung mit einer" LangenmeSeinrichtung 
erfafit. Die Thermoelemente sind aus Kupf erkonstantan- 
Paarungen erstellt. In den Kupf erplatten 16 (Abb. 2) 
sind Ffihler zur Messung von T QH 20 eingelotet; zur 
Messung von T QB sind Oberf lachenf Qhler 21 durch die 
Heizplatte auf den Kunststoffbeutel durchgefuhrt und 
drficken federnd gelagert auf die MeBstellen, urn eine 
weitgehend verf alschungsf reie Messung von T QB zu er- 
moglichen. Der mechanisch wirkende Taster 22 ist eben- 
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falls federnd auf das Gefriergut gefiihrt, so daB er - 
mit zunehmendem Schmelzen tiefer in die bereits fliis- 
sige L6sung eindringt. 1st kein Eis mehr vorhanden, 
durchmiBt der Taster die voile Tiefe des Gefriergutes 
und betatigt eine akustische und optische Anzeige zum 
Hinweis auf das Ende des Schmelzprozesses . Der Auf- 
warmvorgang kann dadurch jetzt schon beendet werden. 
1st die vorgewahlte Temperatur T QB als Indikator fiir 
die Gefrierguttemperatur erreicht, werden der Hubmo- 
tor 3 betatigt, die Platten auseinandergef ahren und 
das Gefriergut gleichzeitig mit einem hochgefahrenen 
Korb 23 von der unteren Heizplatte abgehoben, um nach 
erfolgter Abschaltung der Heizplatte einen Nachheiz- 
effekt auf den Beutel auszuschalten. Dann wird der 
Schwenkmotor 6 abgeschaltet und die Probe ist zur 
Weiterverarbeitung bereitgestellt . 

Die Heizplatten sind zur Vermeidung Srtlicher Uber- 
hitzungen in folgender Weise aufgebaut (Abb. 2) : 
auf eine thermisch und elektrisch isolierende Kunst- 
stoffplatte 19 ist die Heizleiterplatte 18 aufgeklebt. 
DarUber ist eine dunne Heizleiterplatte 17 aufgebracht. 
Der Kontakt zum Gefriergut wird mit der Kupferplatte 
16 hergestellt; durch deren extrem hohe Warmeleitf ahig- 
keit werden ortliche Warmeubergangsunterschiede ohne 
nachteilige Srtliche Temperaturerhohungen ausgeglichen. 

Der Regelungsablauf innerhalb des Zusammenwirkens der 
mechanischen Elemente und des Regelsystemes ist dem 
FluBdiagramm Abb. 3 zu eritnehmen. 

Die Vorteile des erf indungsgemaBen Verfahrens in der 
Anwendung auf zu erwarmende gefrorene wSBrige Losungen 
sind : 
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1. Unabhangigkeit des Prozesses von der Probenmasse, 
da eine geregelte Beheizung und eine geregelte Be- 
endigung des Gesamtaufwarnprozesses erfolgt. 

2. Vorgabe einer Guttemperatur und bei Erreichen 
dieser Temperatur ist die Beendigung des Auf tau- 
vorganges moglich. Gerade diese Temperatur ist 
fur die sich anschliefiende Weiterverarbeitung des 
Materials in vielen Fallen von entscheidender Be- 
deutung fur die gute Qualitat, wie z.B. fur den 
Fall von Konzentraten lebender Blutzellen bekannt 
ist. 

3. Definierte erzwungene Konvektion in der Probe; 
das sich dadurch ergebende Temperaturf eld in der 
Probe ist in gewxinschter Weise homogen, so daB 
die schSdigende Devitrif izierung oder Rekristalli- 
sation mit Sicherheit vermieden werden kann ; aowie 
die damit verbundene Schadigung der Zellmembranen. 

4. Kosten-, Zeit- und Sicherheitsgewinxi, da kein spe- 
zieller Container erforderlich ist, der sonst dem 
Gefriergut die Plattenform weihrend des Aufwarmpro- 
zesses erhalten muB. 

5. Einlegen des Beutels mit der gefrorenen Losung 
in die Aufwarmappar'atur innerhalb kUrzester Zeit 
moglich? dadurch wird die Zeit des undef inierten 
Erwarmens in der Umgebungsatmosphare durch den 
Kontakt zur Luft so kurz, daB keine Qualitatsein- 
bufle entsteht. 

6. DurchfOhrung des Erwarmungsprozesses durch Hilfs- 
krafte mSglich, was in Hinsicht auf grofler wer- 
dende Personalknappheit im medizinisch-technischen 
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Bereich immer ausschlaggebender fiir die Durch- 
fiihrbarkeit des Gesamtverfahrens ist. 

7. Automat isierter, definierter ErwarraungsprozeB 
durch Regelung und Erfassung der Gut- und Heiz- 
plattentemperatur . 

8. Kein Abtrocknen der Probe erf order Lich und damit 
geringere Gefahr der bakteriellen Kontamination . 



Aufgrund dieser Vorziige ist das Erwarmungsverf ahreii 
besonders geeignet far empfindliche biologische Zell- 
konzentrate und fur den HerstellungsprozeB von Kryo- 
prazipitat aus Blutplasma oder Blutserum. Beispiels- 
weise werden Konzentrate gefrorener menschlicher Kno- 
chenmarkzellen mit der Masse 150 g mit diesem Ver- 
fahren in 60 s von -196° auf + 4»C erwarmt, wobei der 
SuBere Warmeiibergangskoef f izient im Bereich von 200 - 
600 W/qm K liegt und eine Heizleistung von 4 kW auf- 
20 gebracht wird. Analog wird mit menschlichen Lympho- 
zyten, Thrombozyten und Er y thro zy ten verfahren. 

Die bisherige Praxis des Erwarmens unter Verwendung 
der beschriebenen Wasserbadtechnik ist fur eine weit- 

25 verbreitete Anwendung und zum Erhalt der gewunschten 
Qualitat der betrachteten Substanzen nur bedingt ge- 
eignet. Beiden Faktoren wird mit dem erf indungsgema- 
Ben Verfahren Rechnung getragen. Berucksichtigt man 
die wirtschaftliche Bedeutung der Erstellung der Kryo- 

30 globuline und die zunehmende Tendenz der Kliniken, 
Zellkonzentrate aus Blutkonserven pro Zellfraktion 
getrennt zu lagern und zu •verabreichen, dann kann 
dem mit dem erf indungsgemaBen Verfahren zu erzielen- 
den F ortschritt eine weitreichende Bedeutung zuge- 
35 messen werden. 
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Zusammenfassend wird noch auf folgendes hingewiesen- 
Dxe Langzeitkonservierung waBriger Suspensionen von 
biologischen Zellen durch Tief temperatur-Verf ahren 
hat heute einen festen Platz, insbesondere innerhalb 
des medizinischen Bereiches, inne. Hier ist nicht 
nur die Verwendung tief gef rorener roter Blutkorperchen 
zu ervahnen, deren Lagerhaltung und Bevorratung aus 
verschiedensten Griinden, wie Einsatz bei Operationen, 
Unf alien und Katastrophen, durchgefiihrt wird, sondern 
in jiingster Zeit auch aussichtsreiche, vSllig neuarti- 
ge Anwendungen, die sich durch die Eigenspende, d.h. 
die Spende aus der Konserve, fur sich selbst ergeben. 
So kann die Tumortherapie durch Knochenmarkszellen ro- 
ter Lymphozyten und periphere Blutstammzellen entschei- 
dend verbessert werden. Ein noch groBerer Bedarf an ge- 
frorenen Einheiten von Blutplattchen, den Thrombozyten, 
zeichnet sich bei hinreichender Qualitat der gefrorenen 
Konserve ab 

Ein wirtschaftlich moglicherweise noch bedeutenderer An- 
wendungsbereich der Tief temperatur-Verf ahren in der An- 
wendung auf waBrige Losungen Oder Suspensionen ist die 
Erstellung von Kryoglobulinen aus dem Blutplasma, d.h. 
der zellfreien Fliissigkeit des Blutes, zur rationellen 
Erstellung von PlasmaeiweiBf raktionen, die f(ir immuno- 
logische Therapieformen oder -zu vorbeugender Behandlung 
benStigt werden. 

Wesentliches Kriterium der Anwendbarkeit sowohl gefro- 
rener Zellkonzentrate wie durch Tief temperaturbehandlung 
erstellter Kryoglobuline ist die bei Ende des Prozesses 
erhaltene Qualitat. In den letzten Jahren sind die Ein- 
fluflgraflen, die es zum Erhalt einer moglichst hohen Aus- 
beute an lebenden Zellen bzw. purif izierten Globulinen 
zu optimieren gilt, immer besser bekanntgeworden. Ins- 
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besondere kristallisiert sich heraus, daB eine strenge. 
AbhSngigkeit von der 

a) Abkiihlrate und der 

b) Erwarmungsrate 

des Gefriergutes vorhanden 1st. Weitere Faktoren konunen 
hinzu, wie Zumischungsverfahren von Losungen zum fliissi- 
gen Gut, von das Gefrierverhalten des Gutes beeinf lussen- 
den Agenzien, wie z.B. Gefrierschutzmittel und auch Kon- 
zentration und Packung der Zellen bzw. Globuline, urn die 
wichtxgsten zu nennen. Entscheidenden EinfluB auf die 
Ausgangsqualitat des behandelten Gutes haben jedoch die 
Parameter a) und b) * 
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